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(57) Abstract: The invention relates to a method for the production of a material -block containing several samples for testing, in 
particular, tissue samples. The method comprises firstly producing a material blank, preferably made from paraffin, which contains 
a number of openings for accommodating the corresponding tissue samples, whereby a material blank is formed with a regular 
arrangement of openings, by means of a suitably formed cast. Said openings extend from a first main surface of the material blank, 
in the direction of a second main surface, to a particular depth, preferably completely through. Said openings are finally charged 
with tissue samples, as cylindrical sample bores, and the above closely linked to the surrounding material of the material blank, by 

^ means of a temperature treatment step, preferably a double-melt procedure. 

T-H 

^ (57) Zusammenfassung: In einem Verfahren zur Herstellung eines Materialblocks enthaltend eine Mehrzahl von zu untersuchen- 
den Proben. insbesondere Gewebeproben wird zuerst ein Materialrohling, vorzugsweise aus Paraffin, enthaltend eine Mehrzahl von 
Offnungen fiir die Aufnahme entsprechender Gewebeproben hergestellt, wobei mittels einer geeignet ausgebildeten Gussform ein 

^ Materialrohling mit einer regelmassigen Anordnung von Offnungen geformt wird, die sich ausgehend von einer ersten Hauptober- 
flache des Materialrohlings in Richtung auf eine zweite Hauptoberflache des Materialrohlings bis in eine bestimmte Tiefe, vorzugs- 
weise durchgehend, erstrecken. Diese Offnungen werden anschliessend mit Gewebeproben, wie Gewebestanzzylindern beschickt 

^ und dicse durch mindestens einen Temperaturbehandlungsschritt, vorzugsweise durch ein Do ppel-Schmelz- Verfahren, in nig mit dcm 

^ sie umgebenden Material des Materialrohlings verbunden. 
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Beschreibung : 

Verfahren zur Herstellung von Materialblocken mit multiplen 
Un t ersuchungsproben 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines 
Materialrohlings enthaltend eine Mehrzahl von Offnungen fur 
die Aufnahme von zu untersuchenden Gewebeproben nach den 
Merkmalen des Patentanspruchs 1, ein Verfahren zur Herstel- 
lung eines Materialblocks enthaltend eine Mehrzahl von zu un- 
tersuchenden Gewebeproben nach den Merkmalen des Patentan- 
spruchs 2, ein Verfahren zur Herstellung diinner Probenschnit- 
te enthaltend eine Mehrzahl von zu untersuchenden Proben nach 
den Merkmalen des Patentanspruchs 3 und einen Materialrohling 
mit einer regelmaSigen Anordnung von Offnungen fur die Auf- 
nahme von zu untersuchenden Proben gemaS den Merkmalen des 
Patentanspruchs 14 . 

Die vorliegende Erfindung liegt auf dem Gebiet' der Untersu- 
chung oder Bearbeitung von Gewebeproben. menschlicher , tieri- 
scher oder pflanzlicher Gewebe sowie von Mikroorganismen, 
Zellkulturen oder Makromolekiilen in einer Matrix mit an sich 
im Stand der Technik bekannten Verfahren wie beispielsweise 
histologischen oder immunohistochemischen Untersuchungstech- 
niken. Um eine Mehrzahl von Proben in vertretbarer Zeit un- 
tersuchen zu konnen, wurden im Stand der Technik verschiedene 
Verfahren zur Herstellung von Gewebeschnitten mit multiplen 
Gewebeproben entwickelt, mit denen diese Untersuchungen si- 
multan durchgefiihrt werden konnen. Die simultane Untersuchung 
von multiplen Gewebeproben in einem Gewebeschnitt bietet 
zahlreiche Vorteile. Fur die verschiedenen Untersuchungstech- 
niken wie Histologie, Histochemie, Immunhistochemie, In-situ- 
Hybridisierung ist neben einer erheblichen Kosten- und Zei- 
tersparnis gewahrleistet , daS alle simultan untersuchten Pro- 
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ben unter identischen Labor- und Untersuchungsbedingungen ge- 
testet warden, was eine Qualitatskontrolle bzw. -sicherung 
der Untersuchungsergebnisse erlaubt . Fur die Herstellung von 
Multi-Blocken sollte das eingesetzte Verfahren die folgenden 
Voraussetzungen erfullen: 

1. Nach der Einbettung der Gewebeproben muS eine Orientie- 
rung, z.B. Zuordnung der einzelnen Proben zu ihrem Ur- 
sprung moglich sein (welche Probe gehort zu welchem Pa- 
tienten) . 

2. Der Gewebeblock sollte fur samtliche Routinemethoden der 
Gewebebearbeitung (verschiedene Farbetechniken) geeignet 
sein und keiner gesonderten bzw. spezifischen Weiterver- 
arbeitung nach der Herstellung mehr bedurfen (z.B. be- 
sondere Schneidetechnik) . 

3. Die Anwendung sollte mit geringem Arbeitsauf wand in kur- 
zer Zeit ohne grofie Kosten moglich sein. 

4. Die Gewebe- und Schnittgualitat des Multi-Blocks sollte 
identisch zu der von Standardblocken sein, die ublicher- 
weise aus Paraffin hergestellt werden. 

5. Die Gewebeproben sollten eine representative ProbengroEe 
haben, um eine sichere Auswertung zu gewahrleisten . 

6. Die Gewebeproben sollten zur langf ristigen Archivierung 
geeignet sein . 

Im Stand der Technik sind bereits zahlreiche Verfahren zur 
Herstellung von Paraf f inblocken mit multiplen Gewebeproben 
beschrieben wbrden, die jeweils verschiedene Vor- und Nach- 
teile bieten. Keines der zahlreichen Verfahren erlaubt jedoch 
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die Herstellung eines Paraf f inblocks mit multiplen Gewebepro- 
ben, der anschliefiend wie ein gewohnlicher Standard- Paraf fin- 
block ohne Einschrankungen weiterverarbeitet werden kann und 
gleichzeitig einfach, kostengiinstig und bei geringem Zeitauf- 
wand hergestellt werden kann. 

Die U.S. -PS 4,820,504 und U.S. -PS 5,002,377 beschreiben Ver- 
fahren, bei denen das Ausgangsgewebe zunachst deparaf f iniert 
werden mu£, um dann spater in Form stabf ormiger Gewebestucke 
wieder in Paraffin eingebettet zu werden. Diese Verfahren 
sind zum einen zeit- und arbeitsintensiv und zum anderen kann 
dazu in der Regel kein gewohnliches Archivmaterial verwendet 
werden, da sich hieraus meistens keine stabf ormigen Gewebe- 
stucke mehr gewinnen lassen, weil viele archivierte Gewebe- 
proben dazu zu klein sind. Ferner mussen die aufwendig prapa- 
rierten stabformigen Gewebestucke vor der Wiedereinbettung in 
Paraffin zunachst in ein fragiles Medium (Agar) uberfuhrt 
werden und dabei in speziell gefertigte Haltevorrichtungen 
(Moles) eingebracht werden, damit spater eine orient ierende 
Einbettung in den Gewebeblock mit multiplen Gewebeproben mog- 
lich ist. 

In der U.S. -PS 4,914,022 wird ein Verfahren beschrieben, bei 
dem aus archivierten Standard-Paraf f inblocken mittels einer 
Hohlnadel Gewebestanzzylinder gewonnen werden, die dann mit 
einem Platzhalter (Strohhalm) in einen neuen Paraf finblock 
eingebettet werden. Dieses Verfahren bietet jedoch nur eine 
eingeschrankte Orientierung der multiplen Gewebestanzzylin- 
der, da in einem Platzhalter mehrere (24 oder mehr) Gewebe- 
stanzzylinder zusammen eingebettet werden. 

Ferner beschreiben Kononen et al . in "Nature Medicine 4:844- 
847", 1998, d 3 ie Herstellung von Paraf f inblocken mit multiplen 
Gewebeproben durch eine technisch aufwendige Maschine, die 
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ebenfalls mittels einer Hohlnadel Gewebestanzzylinder aus ar- 
chivierten Standard- Paraf f inblocken gewinnt. Der Einsatz der 
Maschine erlaubt bei Verwendung sehr diinner Nadeln die Her- 
stellung von Gewebeblocken mit einer grofien Anzahl (bis 1000) 
von Gewebeproben, die orient iert in den Gewebeblock einge- 
bracht werden konnen. Das Verfahren besitzt jedoch eine Reihe 
von Nachteilen: 



hohe Anschaf fungskosten fur die Maschine , 

die zeitgleiche Herstellung von mehreren Gewebeblocken 
mit multiplen Gewebeproben (kommerzielle Anwendung als 
Dienstleistung) setzt das Vorhandensein von mehreren Ma- 
schinen voraus, 

die gro£e Anzahl der damit sehr kleinen Proben (50 0-600 
fim Durchmesser) erfordert einen sehr prazisen und damit 
zeitaufwendigen Einsatz der Maschine. Ferner ist die 
GroSe des auswertbaren Gewebes sehr klein und damit die 
Beurteilbarkeit eingeschrankt . 

Die sehr diinnen Gewebestanzzylinder sind fragil und kon- 
nen daher praktisch nicht archiviert werden . 

Die gewonnenen Stanzen miissen in spezielles, weicheres 
Paraffin eingebracht werden, Der hergestellte Paraffin- 
block mit multiplen Gewebeproben kann dann nur unter 
Verwendung einer Spezialfolie geschnitten bzw, weiter- 
verarbeitet werden. Diese Folie muS vor jedem Gewebe- 
schnitt auf den Block aufgebracht werden, urn ein soge- 
nanntes Auseinanderschwimmen des Paraf f inschnittes auf 
dem Wasserbad zu verhindern. Zusatzlich ist es nicht 
moglich, tiabei entsprechend dunne Schnittpraparate (8 fim 
statt normal 2-5 pm) anzuf ertigen, was die Beurteilbar- 
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keit verschiedener Farbeergebnisse erheblich einschran- 
ken kann. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit .die Aufgabe zugrunde, 
ein Verfahren zur Herstellung eines Materialblocks enthaltend 
eine Mehrzahl von zu untersuchenden Proben, insbesondere Ge- 
webeproben anzugeben, durch welches sich mit geringem Ar- 
beitsaufwand und verhaltnismaSig kurzer Zeit ein derartiger 
Materialblock herstellen laSt. Gleichzeitig soil bezuglich 
der eingebetteten Gewebeproben eine Orientierung bzw. Zuord- 
nung der einzelnen Proben zu ihrem Ursprung moglich sein. Die 
Qualitat des Materialblocks sollte derart beschaffen sein, 
dag er fur samtliche Routinemethoden der Gewebebearbeitung 
geeignet ist und keiner gesonderten bzw. spezifischen Weiter- 
verarbeitung nach der Herstellung mehr bedarf und die Gewebe- 
und Schnittqualitat des Materialblocks. identisch der von 
Standard- Paraf f inblocken ist. Ferner sollen die in dem Mate- 
rialblock eingebetteten Gewebeproben eine representative Pro- 
bengroSe haben, um eine sichere Auswertung zu gewahrleisten, 
und die Gewebeproben sollten zur langf ristigen Archivierung 
geeignet sein. 

Diese Aufgaben werden durch die Merkmale der unabhangigen Pa- 
tentanspruche gelost. DemgemaS beschreibt die Erfindung ein 
Verfahren zur Herstellung eines Materialrohlings enthaltend 
eine Mehrzahl von Of fnungen fur die Aufnahme von zu untersu- 
chenden Proben, bei welchem mittels einer geeignet ausgebil- 
deten GuSform ein Materialrohling mit einer regelmafiigen An- 
ordnung von Offnungen geformt wird, die sich ausgehend von 
einer ersten Hauptoberf lache des Materialrohlings bis in eine 
bestimmte Tiefe in Richtung auf eine zweite Hauptoberf lache 
des Materialrohlings erstrecken. 



Die Erfindung beschreibt weiterhin ein Verfahren zur Herstel- 
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lung eines Material-blocks enthaltend eine Mehrzahl von zu un- 
tersuchenden Proben, bei welchem 

a) ein Materialrohling wie vorstehend beschrieben herge- 
stellt wird, und 

b) in mindestens einen Teil der vorhandenen Offnungen des 
Materialrohlings zu untersuchende Proben eingebracht und 
mit dem umgebenden Material des Materialrohlings fest 
verbunden we r den. 

Die Erfindung beschreibt ferner ein Verfahren zur Herstellung 
dunner Probenschnitte enthaltend eine Mehrzahl von zu unter- 
suchenden Proben, bei welchem nach der Herstellung eines Ma- 
terialblocks wie vorstehend beschrieben von einer seiner 
Hauptoberf lachen, an der die in ihn eingebrachten zu untersu- 
chenden Proben nach aufien freigelegt sind, Probenschnitte ab- 
geschnitten werden. 

SchliefSlich bezieht sich die Erfindung noch au feinen Mate- 
rialrohling mit einer regelmaSigen Anordnung von Offnungen 
fur die Aufnahme von zu untersuchenden Proben, die sich aus-' 
gehend von einer ersten Hauptoberf 1 ache des Materialrohlings 
in Richtung auf eine zweite Hauptoberf lache des Materialroh- 
lings erstrecken. 

In einer weiter unten noch im Detail beschriebenen Ausfuh- 
rungsart der Erfindung wird als Material fur den Materialroh- 
ling Paraffin verwendet . Dabei werden die in den Materialroh- 
ling geformten Offnungen als Durchgangsof f nungen ausgebildet . 

Die Erfindung umfaSt somit insbesondere ein neues, optimier- 
tes Verfahren* zur Herstellung von Materialblocken mit multip- 
len Gewebeproben (Multi-Blocken) . Dieses Verfahren bietet al- 
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le Vorteile der bisher bekannten Verfahren und daruber hinaus 
werden deren Nachteile umgangen, so dafi als Endprodukt ein 
Multi-Block entsteht, der wie ein Standard- Paraf f inblock wei- 
terverarbeitet werden kann. 

Das hier vorgestellte Verfahren basiert vorzugsweise auf der 
Gewinnung von Gewebestanzzylindern, die mit einer Hohlnadel 
aus in gewohnlichem Paraffin eingebetteten Gewebeproben her- 
ausgestanzt werden. AnschlieSend werden diese Gewebestanzzy- 
linder zur orient ierenden Einbettung in einen sogenannten 
Paraf finrohling eingebracht, der mittels der entsprechenden 
GuSform hergestellt wurde. Vorzugsweise entsteht dann durch 
ein Doppel-Schmelz-Verf ahren aus einem Paraf finrohling mit 
multiplen Gewebestanzzylindern ein homogener, stabiler Multi- 
Block, der normal geschnitten und mit alien gangigen Verfah- 
ren bearbeitet werden kann. 

Als Vorteile des erf indungsgemaSen Verfahrens sind insbeson- 
dere zu nennen: 

1. Fur die Gewinnung der Gewebestanzzylinder konnen groSe, 
konventionelle Archive von Standard- Paraf f inblocken, 
z.B. in anatomischen oder pathologischen Instituten, ge- 
nutzt werden. Auch relativ kleine archivierte Gewebepro- 
ben konnen als Ausgangsgewebe dienen. Ein Deparaf f inie- 
ren und anschlieSendes Urn- bzw. Wiedereinbetten des ge- 
wonnenen Gewebes ist nicht notig, ebenso kein zwischen- 
zeitliches Einbetten in Agar. Die Gewebestanzzylinder 
konnen mit j eder Art von Hohlnadel (z.B. gewohnliche me- 
dizinische Gewebebiopsienadeln) gewonnen werden. Der 
Durchmesser der Hohlnadel und damit der Gewebestanzzy- 
linder und damit entsprechend der beurteilbaren Gewebe- 
probe karih dabei variabel gewahlt werden. Die Gewinnung 
der Gewebestanzzylinder kann an jedem Ort ohne groSe 
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Vorkenntnis mit minimalem technischen Aufwand durchge- 
fiihrt werden. Durch vorherige mikroskopische Inspektion 
eines konventionell (Hamatoxilin-Eosin) gefarbten Gewe- 
beschnittes konnen aus den Archivblocken gezielt Gewebe- 
stanzzylinder aus Gewebearealen, die von Interesse sind, 
gewonnen werden. Die gewonnenen Gewebestanzzylinder kon- 
nen selbst wiederum einfach und sicher archiviert wer- 
den. 

2. Der mittels der GuSform hergestellte Materialrohling er- 
laubt die exakte orient ierende Einbettung der Gewebe- 
stanzzylinder. Er besteht vorzugsweise aus homogenem Pa- 
raffin und enthalt kein Fremdmaterial als Platzhalter, 
das bei der weiteren Bearbeitung des Blockes beeintrach- 
tigend wirken konnte und ist ferner* einfach, kostengun- 
stig und rasch herzustellen . Er kann an jeden Ort ver- 
sandt werden und dort mit im Durchmesser entsprechenden 
Gewebestanzzylindern bestuckt werden und anschliefiend 
unter Anwendung des Doppel-Schmelz-Verf ahrens zum Multi - 
Block vollendet werden. Damit ist die eigentliche Her- 
stellung eines Multi -Blocks unabhangig von zusatzlichem 
technischem Gerat durchf lihrbar , lediglich eine handels- 
iibliche Pinzette erleichtert das Bestiicken des Material - 
rohlings mit den Gewebestanzzylindern. 

3 . Als GuSf orm wird eine erstmals beschriebene Anordnung 
zur einfachen, kostengunstigen und raschen Herstellung 
von Materialrohlingen verwendet . Diese GuSform ist die 
Grundlage fur die spater entscheidende orientierende 
Einbettung der multiplen Gewebestanzzylinder. Sie ermog- 
licht die Herstellung des Materialrohlings zeitlich und 
raumlich unabhangig von der Gewinnung der Gewebestanzzy- 
linder, dfer Bestiickung der Mater ialrohlinge sowie von 
der Herstellung von Multi -Blocken. 
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4. Ein vorzugsweise zur festen Verbindung zwischen den Ge- 
webestanzzylindern und dem Materialrohling verwendetes 
Doppel-Schmelz-Verf ahren ermoglicht die Her stel lung ei- 
nes homogenen, stabilen Gewebeblocks mit multiplen Gewe- 
beproben, der ohne technische oder methodische Ein- 
schrankungen bzw. Zusatze weiterverarbeitet werden kann. 
Das gleichmaSige, zeitversetzte Erwarmen des mit multip- 
len Gewebestanzzylindern bestucken Materialrohlings von 
Unter- und Oberseite gewahrleistet einerseits, da£ die 
konstante Orientierung der Gewebestanzzylinder erhalten 
bleibt und gleichzeitig eine homogene Verschmelzung des 
Materials des Rohlings mit dem Material in den Gewebe- 
stanzzylindern, was dem fertigen Mult i -Block eine hohe 
Stabilitat verleiht. Das Verf ahren ist ohne grofien tech- 
nischen Aufwand durchzufuhren und damit in jedem Labor 
anwendbar . 

Zusammengef aSt bietet die vorgestellte Erfindung die Moglich- 
keit, einerseits Gewebeblocke mit multiplen Gewebeproben als 
Dienstleistungen fur andere Institutionen herzustellen, aber 
auch andererseits das technisch wenig aufwendige Verfahren 
komplett (z.B. in Form eines Baukastensystems) oder in Teilen 
(z.B. nur Materialrohlinge) an andere Institutionen abzuge- 
ben. 

Eine wesentliche Anwendung derartiger Multi-Blocke ist die 
schnelle und effektive Austestung und Charakterisierung von 
monoklonalen und polyklonalen Antikorperrn beziiglich ihrer 
Spezifitat und Sensitivitat . Der Einsatz von monoklonalen und 
polyklonalen Antikorpern ist von grower Bedeutung fur Diagno- 
se, Charakterisierung, Stadieneinteilung und Therapieent- 
scheidung in Her modernen Pathologie sowie fur zahlreiche 
wissenschaf tliche Fragestellungen. Jedoch mufi vor dem Einsatz 



WO 01/51910 PCT/DE00/04647 

10 

eines neuen Antikorpers seine Spezifitat, also sein Reakti- 
onsmuster mit normalera und pathologischem Gewebe, ausgetestet 
werden, was normalerweise mittels immunhistochemischer Tech- 
niken erf olgt . Dazu mu6 der entsprechende Antikorper mit 
5 zahlreichen normalen und pathologischen Gewebearten ausgete- 
stet werden, ein sehr zeit-, arbeits- und kostenintensives 
Vorgehen, das durch Multi-Blocke erheblich verkurzt wird. 
Diese Vorgehensweise ist naturlich auf alle anderen, an Par- 
af f inmaterial etablierten Untersuchungstechniken neben der 

10 Immunhistochemie ubertragbar, wie z.B. histochemische und 
biochemische Farbereaktionen und verschiedene Hybridisie- 
rungstechniken (In situ, fluorescence in situ hybridisation) 
(Fish) , in situ-PCR, in situ Methyl ierungs-PCR) . In all die- 
sen Labortechniken bedeutet der Einsatz von Multi-Blocken vor 

15 allem eine Zeit- und Kostenersparnis und die Bereitstellurig 
identischer Laborbedingungen, die damit auch eine Beschleuni- 
gung in der Bearbeitung von wissenschaf tlichen Fragestellun- 
gen erl.aubt . Ebenso konnen wissenschaf tliche Untersuchungen 
an groSen Patientenkollektiven schneller und kostengunstiger 

2 0 durchgefuhrt und ausgewertet werden. 

Das beschriebene Verfahren ist dabei nicht auf die Untersu- 
chung von menschlichem Gewebe beschrankt . Tierische und 
pflanzliche Gewebe konnen ebenso wie Mikroorganismen und kul- 
25 tivierte Zellen sowie Makromolekule in einer Matrixgrundlage 
schneller und kostengiins tiger untersucht werden. 

Ein weiterer, immer mehr an Bedeutung gewinnender Vorteil 
dieser Technik ist die verbesserte Qualitatskontrolle und 

3 0 gleichzeitige Qualitatssicherung, die diesem Verfahren in- 

herent ist. Da alle Proben unter identischen Labor- und Test- 
bedingungen simultan untersucht werden, sind f alsch-positive 
und f alsch-nefcjative Ergebnisse rasch zu erkennen. Der Einsatz 
von exakt charakterisierten Zellkulturen in Form von Multi- 
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Blocken mit multiplen verschiedenen Zellkulturen kann dabei 
vor allem in der mittlerweile zum diagnostischen Routinever- 
fahren gewordenen Immunhistochemie wesentlich zur Qualitats- 
sicherung und moglicherweise auch zur Quantif izierung der Er- 
gebnisse beitragen. 

Zusammengef aiSt bietet die vorliegende Erfindung ein Verfahren 
zur einfachen, raschen, flexiblen, kostengunstigen und zuver- 
lassigen Herstellung von Gewebeblocken mit multiplen Gewebe- 
proben, die die simultane Untersuchung multipler verschiede- 
ner menschlicher , tierischer oder pflanzlicher Gewebe sowie 
von Mikroorganismen oder Zellkulturen mit alien bekannten, an 
Paraffin eingebetteten Geweben etablierten Untersuchungstech- 
niken ohne technische oder methodische Zusatze bzw. Ein- 
schrankungen erlaubt. 

Im folgenden wird eine einzige Ausf uhrungsart der vorliegen- 
den Erfindung anhand der Zeichnungen naher erlautert. Es zei- 
gen: 

Fig. la-c die Einzelteile einer GuSform fur den Materialroh- 
ling; 

Fig. 2a, b die Herstellung eines Materialrohlings mittels der 
GuSform; 

Fig. 3a, b das Einbringen von Gewebeproben in den Material- 
rohling; 

Fig. 4a ,b die feste Verbindung der Gewebeproben mit dem Ma- 
terialrohling durch Temperaturbehandlungsschritte ; 

Fig. 5a-c das' 1 Auf bringen einer Einbettkassette auf den Mate- 
rialblock und das nachfolgende Befiillen der Ein- 
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bettkassette mit weiterem, hartbarem Material und 
das nachfolgende Entfernen einer Einbettschale ; 

Fig. 6a, b der f ertiggestellte , durch die Einbettkassette ge- 
halterte Materialblock in einer Seitenansicht und 
einer Draufsicht mit einer zur Orientierung die- 
nenden Gewebeprobe. 

Die Grundlage der Herstellung von Multi-Blocken ist die Pro- 
duktion eines Materialrohlings, insbesondere eines Paraf fin- 
rohlings, in den spater die Gewebeproben, insbesondere Gewe- 
bestanzzylinder , eingebracht werden konnen. Dieser Paraf fin- 
rohling hat die GroEe von ca. 40 x 25 mm und ist damit kompa- 
tibel mit herkommlichen Paraf finblocken. Daher kann der fer- 
tige Multi-Block ohne spezielle Hilfsmittel oder -techniken 
in Routinelaboratorien geschnitten und weiterbearbeitet wer- 
den. 



Die Paraf finrohlinge werden in einer speziellen GuSform in 
DirektguStechnik hergestellt. Die Zusammenstellung der Gufi- 
form ist in den Fig. la-c dargestellt, wobei die f ertigge- 
stellte GuSform in der Fig. lc gezeigt ist. Die GuSform be- 
steht z.B. aus einem Aluminiumblock B, in den beispielsweise 
zwischen 60 bis zu 120 Zylinderstif te A (zapf enf ormige Ele- 
mente) mit einem Durchmesser von z.B. 1,5 mm (DIN7) mittels 
vorgebohrter Locher eingetrieben worden sind. Die Zylinder- 
stifte sind parallel zueinander angeordnet und sitzen unver- 
ruckbar fest in dem Aluminiumblock. Der Aluminiumblock weist 
beispielsweise eine Kantenlange von 40 x 28 mm und eine Hohe 
von 11 mm auf . In diesen Block werden beispielsweise 96 Lo- 
cher mit 1,5 mm Durchmesser gebohrt . In alle 96 Locher werden 
bundig 96 spezialgehartete Zylinderstif te von 1,5 mm Durch- 
messer und 2 0* mm Lange eingeschlagen . In Fig. la ist ein ent- 
sprechendes Zwischenprodukt in einem Querschnitt durch eine 
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Ebene einer Stiftreihe dargestellt. 

Eine weitere Aus fuhrungs form der GuKform besteht aus einer 
Aluminiumplatte, in die nach oben beschriebener Art beliebig 
viele Locher gebohrt und Zylinderstif te eingetrieben wurden. 
Auf die Aluminiumplatte wird anstelle der vorgebohrten Ein- 
bettschale eine zum Beispiel 2-5 mm dicke Platte aus V2A 
Stahl mit pafigenauen Lochern von zum Beispiel 1,6 mm Durch- 
messer gesetzt, die am Rand zum Beispiel 5 mm erhoht ist. Mit 
dieser Anordnung kann ein Mehrf achrohling hergestellt werden, 
von dem Stucke mit der benotigten Lochanzahl abgetrennt und 
die wie Einf achrohlinge weiterverarbeitet werden konnen. 

GemaS Fig. lb ist eine Einbettschale C, wie sie ublicherweise 
in einem histologischen Labor zum Paraf f inausgieEen von Gewe- 
beblocken benutzt wird, mit korrespondierenden Bohrungen mo- 
difiziert worden, so daS sie liber die Zylinderstif te der GuS- 
form direkt auf den Aluminiumblock aufgesetzt werden kann und 
schlussig auf diesem aufliegt (s. Fig. lc) . Es kann bei- 
spielsweise eine handelsubliche Einbettschale von 37 x 24 x 5 
mm verwendet werden, die durch zentrisch in die Vertiefung 
gebohrte Locher modifiziert wurde . Es sind so z.B. 96 Locher 
mit 1,6 mm Durchmesser in regelmafiiger 8 x 12 -Anordnung ge- 
bohrt worden. Der Abstand der Lochmittelpunkte einer Reihe 
betragt 1,9 mm, so daS alle Bohrungen in einem Feld von 14,9 
x 22,5 mm resultieren. 

In gleicher Weise konnen auch GuSformen mit anderen Loch- und 
Zylinderstif tanzahlen, wie z.B. 60 in 6 x 10-Anordnung oder 
24 in 4 x 6-Anordnung, verwendet werden. Weiterhin kann auch 
der Durchmesser der Zylinderstif te und der Locher in der mo- 
difizierten Einbettschale variiert werden. 



Gemafi Fig. lc wird die modifizierte Einbettschale derart auf 
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den Aluminiumblock gesteckt, daS die konvexe Seite der modi- 
fizierten Einbettschale auf dem Aluminiumblock flachig auf- 
liegt. Auf der konkaven Seite der Schale zeigen die durch sie 
gesteckten Zylinderstif te dabei senkrecht nach oben. 

In den Fig. 2a, b wird nun beschrieben, wie der Materialroh- 
ling hergestellt wird. Zu diesem Zweck wird die GuSform der 
Fig. lc auf einer regulierbaren Heizplatte auf ca. 65° vorge- 
warmt. In diese Anordnung werden ca. 3,5 ml auf 70° erwarmtes 
Paraffin D in die modifizierte Einbettschale eingegossen, so 
dalS es auch zwischen die Zylinderstif te flieSt. Eine ausrei- 
chende Anfangstemperatur ist dabei notwendig, bzw. ein leich- 
tes Vorwarmen der Zylinderstif te , damit es nicht zu einer zu 
raschen Abkuhlung und damit Erhartung des Paraffins kommt . 
AnschlieSend wird der Rohling El durch langsames Abkuhlen auf 
Raumtemperatur verfestigt. 

Ist der Paraf f inrohling E2 vollstandig erhartet, wird der 
Aluminiumblock B erneut vorsichtig leicht erwarmt (< 40°C / 
damit der Schmelzpunkt von handelsiiblichem Paraffin von 56°C 
nicht uberschritten wird) , urn das Abziehen der modif izierten 
Einbettschale C einschliefilich des Paraf finrohlings E2 zu er- 
leichtern. Wie in Fig. 3a gezeigt, wird durch anschlielSendes 
Kuhlen (4°C) und vorsichtiges Beklopfen der Paraf f inrohling 
E2 aus der modif izierten Einbettschale herausgelost . Die so 
hergestellten Paraf finrohlinge konnen bei Raumtemperatur ohne 
zeitliche Begrenzung gelagert werden. Sie konnen somit auf 
Vorrat hergestellt und gegebenenf alls verschickt werden. 

In Fig. 3b ist dargestellt, wie in den Paraf f inrohling Gewe- 
beproben, insbesondere Gewebestanzzylinder F, eingebracht 
werden, wobei der Rohling in eine konventionelle Einbettscha- 
le G zur bessferen Handhabung gelegt wird. Dadurch ist auch 
gewahrleistet , daS keine Gewebestanzzylinder beim Einschieben 
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von oben durch den Paraf f inrohling durchfallen konnen und 
verlorengehen . 

In die auf die oben beschriebene Weise praf ormierten Hohlrau- 
me des Paraf finrohlings werden Gewebestanzzylinder von 1,5 mm 
Durchmesser und 3-8 mm Lange eingebracht und diese zu einem 
einheitlichen Multi-Block verschmolzen. Zur Herstellung die- 
ser Gewebestanzzylinder werden eine Hohlnadel sowie ein paS- 
genauer Stempel benotigt. Hohlnadel und Stempel werden bei- 
spielsweise aus herkommlichen Biopsienadeln gefertigt, wie 
sie in der klinischen Gewinnung von Gewebebiopsien verwendet 
werden. Die Biopsienadel wird abgelangt, plangeschlif f en und 
die aufiere Kante der Hohlnadel angeschlif f en . Mit Hilfe der 
so hergestellten Hohlnadel werden mit der Hand Zylinder von 
3-8 mm Lange aus Paraf finblocken gestochen und die Gewebe- 
stanzzylinder mit dem Stempel aus der Hohlnadel ausgetrieben . 
Es konnen alle in Paraffin eingebetteten Untersuchungsobj ekte 
gestanzt werden, z.B. Gewebe, eingebettete Zellen menschli- 
chen, tierischen oder pflanzlichen Ursprungs, Mikroorganis- 
men, virusinf izierte Zellen, Makromolekiile auf Tragermatrix 
und andere Partikel, etc. Die Stanzzylinder konnen z.B. in 
Eppendorf -Reaktionsgef aSen bei Raumtemperatur zeitlich unbe- 
grenzt gelagert werden, was die Zusammenstellung von Stanzen- 
bibliotheken ermoglicht und das gleichzeitige Bereithalten 
aller Gewebeblocke unnotig macht . 

Gemafi Fig. 3b werden fur einen Multi-Block z.B. 96 verschie- 
dene Gewebestanzzylinder F sowie ein Paraf f inrohling, wie 
oben angegeben, hergestellt. Weiterhin wird eine konventio- 
nelle Einbettschale G ohne Modif ikationen benotigt, die also 
keine Locher aufweist. 

Der Paraf f inrohling wird dabei paSgenau in eine konventionel- 
le Einbettschale G gelegt und mindestens ein Teil der Offnun- 
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gen wird mit Gewebestanzzylindern F beschickt . Bei diesem 
Vorgang sollte darauf geachtet werden, da£ der Gewebestanzzy- 
linder mit der glatten Seite, d.h. mit der Schnittf lache des 
Original -Paraf f inblocks voran in den Paraf f inrohling gesteckt 
wird, damit das zu untersuchende Gewebe auch im fertigen Mul- 
ti-Block direkt angeschnitten wird. An exzentrischer Stelle 
(z.B. in einem 96er Block erste Reihe, dritter Hohlraum von 
rechts) wird ein Gewebestanzzylinder mit artfremdem Gewebe 
eingebracht, der sich vom Untersuchungsgut stark unterschei- 
det und deshalb eine einfache Orient ierung des Schnittes auf 
dem Objekttrager zulaSt . Sind alle Hohlraume des Paraf finroh- 
lings mit Gewebestanzzylindern bestuckt, wird der Rohling mit 
den Gewebestanzzylindern zu einem einheitlichen Paraf finblock 
verschmolzen, der sich in seinen technischen Eigenschaf ten 
nicht von einem Paraf finblock mit nur einer Gewebeprobe un- 
terscheidet. 

Dieser Vorgang des Verschmelzens ist in den Fig. 4a, b darge- 
stellt. Die Einbettschale G mit dem durch Gewebestanzzylinder 
gefullten Paraf f inrohling wird vorzugsweise in einem Doppel- 
Schmelz-Verf ahren zu einem homogenen Paraf finblock einge- 
schmolzen. Essentiell bei diesem Vorgang ist die Tatsache, 
date das Doppel-Schmelz-Verf ahren die originale Geometrie des 
Blockes erhalt, d.h. die Gewebestanzzylinder wahrend des 
Schmelzvorganges nicht umfallen oder anderweitig die origina- 
le Position verandern, was eine Zuordnung der Gewebeproben im 
Schnitt unmoglich machen wiirde. Der bestiickte Paraf f inrohling 
wird in der konventionellen Einbettschale auf eine regulier- 
bare Heizplatte, wie eine Thermoplatte oder der Block einer 
PCR-Maschine, gelegt. Das Doppel -Schmelz-Verf ahren beginnt 
mit langsamem Erhitzen von unten, solange bis uber 50 % der 
Dicke des Paraf finblockes (aber nicht mehr als 8 0 %) sich 
verfliissigt haben (HI) . Vorzugsweise wird dabei der bestiickte 
Paraf f inrohling fur 10-20 Minuten auf 40°C vorgewarmt . Mit 
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einem ein- bis mehrminutigen Impuls von 70 (max. 8 0) °C, des- 
sen Lange im wesentlichen von der Heizleistung des verwende- 
ten Gerates bestimmt wird, werden die unteren 2 bis 3 mm 
(> 50 % < 80 %) des Rohling/Stanzzylinder-Ensembles durchge- 
5 schmolzen, ohne daS dabei der gesamte Block durchschmilzt . 
Der Multi -Block wird dann schnell auf 2 0°C abgekuhlt und auf 
einem gut warmeleitenden Material (Kupf erplatte, Heizblock 
oder PCR-Maschine) gelagert . Durch die langsame Erhitzung 
wird erreicht, dafi auch das Paraffin in den Gewebestanzzylin- 

10 dern sich mitverf lussigt , und so eine innige Verbindung zwi- 
schen dem Paraffin der Gewebestanzzylinder und dem unteren 
Tell des, Paraf f inrohlings beim Wiedererkalten gelingt. Dieser 
Schritt zusammen mit dem anschlieSend geschilderten zweiten 
Schmelzvorgang mit Oberhitze ist entscheidend fur die Her- 

15 stellung eines homogenen Multi-Blocks, der am Ende wie jeder 
normale Standard- Paraf f inblock weiterverarbeitet werden kann. 

Nach dem vollstandigen Erkalten folgt der in Fig. 4d darge- 
stellte zweite Teil des Doppel-Schmelz-Verf ahrens , bei dem 

2 0 uber Oberhitze (H2) analog zum vorher Gesagten erneut eine 

hitzebedingte Verf lussigung, jetzt aber des oberen Anteils 
des Paraf f inrohlings mit eingesteckten Gewebestanzzylindern 
durchgefuhrt wird. Dabei wird der Multi -Block von oben mit 
Hilfe einer weiteren Warmequelle (vorzugsweise einer Infra- 
25 rot-Heizlampe) solange bestrahlt, bis der Multi -Block von 
oben geschmolzen ist, wiederum jedoch ohne den Multi-Block 
vollstandig durchzuschmel zen . Eine gute Warmeableitung im un- 
teren Teil des Blockes ist fur diesen Schritt Voraussetzung . 

3 0 Auf das an der Oberflache verflussigte Paraffin wird gemaS 

Fig. 5a jetzt eine handelsubliche Einbettkassette aus Kunst- 
stoff (I) , wie sie. in der taglichen Routine zur Herstellung 
von Paraf finblocken eingesetzt wird, aufgesetzt. Nun wird er- 
neut vorerhitztes Paraffin (D) , beispielsweise bei 65°C, ein- 



WO 01/51910 PCT/DE00/04647 

18 

gefullt, bis die verbliebenen Hohlraume vollstandig mit Pa- 
raffin gefullt sind und das Paraffin auch den Boden der Ein- 
bettkassette I vollstandig bedeckt . Der auf diese Weise her- 
gestellte Multi-Block wird anschliefeend auf Zimmertemperatur 
5 abgekuhlt (ca. 4 h) und anschlielSend die fest eingegossene 
Einbettkassette durch Beklopfen aus der Einbettschale heraus 
gelost, wie in Fig. 5c dargestellt ist. 

Ein f ertiggestellter Paraf f inblock ist .in den Fig. 6a, b in 
10 einer Seitenansicht und einer Ansicht von unten dargestellt, 
wobei mit K eine Gewebeprobe aus artf remdem Gewebe oder 
Kunststoff zu Orient ierungszwecken bezeichnet ist. Von einem 
derartigen Paraf f inblock konnen in an sich bekannter Weise, 
beispielsweise mittels eines Mikrotoms oder dergleichen, von 
15 der unteren Hauptoberf lache des Blockes Gewebe schnitte abge- 
schnitten werden, die fur die Mikroskopie in einer Dicke von 
2-5 /zm angefertigt werden konnen und auf einem Obj ekttrager , 
wie einem Glastrager, befestigt werden konnen. Um eine ein- 
deutige Orientierung aller in den Mult i -Block eingebrachten 

2 0 Gewebestanzzylinder zu gewahrleisten, besteht einer der Gewe 

bestanzzylinder aus artf remdem Gewebe bzw. aus leicht 
schneidbarem Kunststoff (K) . Dieser Markierungszylinder ist 
in asymmetrischer Position einzubringen, um auch bei Verdre- 
hungen bzw. spiegelbildlichem Aufziehen (von der Riickseite) 
25 auf einen Obj ekttrager jederzeit eine eindeutige, positive 
Identif izierungs- und Orientierungsmoglichkeit zu behalten. 

Durch das weiter oben beschriebene sequent ielle Doppel- 
Schmelzen des Multi -Blockes von zwei Seiten unter Verzicht 

3 0 auf das vollstandige Durchschmelzen wir.d eine konstante An- 

ordnung der Gewebestanzzylinder im Multi-Block garantiert. 
Alle Bereiche des Blockes werden dennoch sequent iell voll- 
standig geschynolzen. Dieses Verfahren ermoglicht den Gewebe - 
proben, sich innig mit dem Paraffin der Umgebung des neuen 
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Multi-Blockes zu verbinden und vermeidet somit das Herausf al- 
ien einzelner Zylinderscheiben bzw. das sogenannte Auseinan- 
derschwimmen auf dem Wasserbad bei der Her st el lung von Gewe- 
beschnitten. Da sich dieser Block von Paraf f inblocken mit nur 
einer Gewebeprobe technisch nicht mehr unterscheidet , kann er 
wie diese weiterverarbeitet werden und auf besondere Hilfs- 
mittel verzichtet werden. 

Das beschriebene Verfahren kann auf vielfaltige Weise veran- 
dert und modif iziert werden, Beispielsweise kann als Material 
fur den Materialrohling anstelle von Paraffin ein anderes ge- 
eignetes, f lielSf ahiges und hartbares Material, wie beispiels- 
weise ein geeignetes Epoxidharz oder dergleichen, verwendet 
werden. Ferner kann vorgesehen sein, daS die fur das Einbrin- 
gen der Gewebeproben vorgesehenen Offnungen in dem Material- 
rohling nicht als Durchgangsof f nungen ausgebildet sind, son- 
dern in einer bestimmten Tiefe des Materialrohlings enden, 
wobei eine andere hierfur geeignete GuSform verwendet werden 
muS. Dies bedeutet, daS nach Fertigstellung. des Material - 
blocks mit den multiplen Gewebeproben eine bestimmte Dicke 
abgetragen werden muS, bevor Gewebeschnitte mit multiplen Ge- 
webeproben abgeschnitten werden konnen. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung eines Materialrohlings enthal- 
tend eine Mehrzahl von Offnungen fiir die Aufnahme von zu 
untersuchenden Proben, bei welchem 

mittels einer geeignet ausgebildeten GuSform ein Mate- 
rialrohling mit einer regelmaSigen Anordnung von Offnun- 
gen geformt wird, die sich ausgehend von einer ersten 
Hauptoberf lache des Materialrohlings in Richtung auf ei- 
ne zweite Hauptoberf lache des Materialrohlings bis in 
eine bestimmte Tiefe erstrecken. 

2. Verfahren zur Herstellung eines Materialblocks enthal- 
tend eine Mehrzahl von zu untersuchenden Proben, bei welchem 

a) ein Material rohling gemaS Anspruch 1 hergestellt wird 
und 

b) in mindestens einen Teil der vorhandenen Offnungen des c 
Materialrohlings zu untersuchenden Proben eingebracht ■ 
und mit dem umgebenden Material des Materialrohlings 
fest verbunden werden. 

3 . Verfahren zur Herstellung dunner Probenschnitte enthal.f : 
tend eine Mehrzahl von zu untersuchenden Proben, bei 
welchem 

nach der Herstellung eines Materialblocks gemaS Anspruch 
2 von einer seiner Hauptoberf lachen, an der die in ihn 
eingebrachten zu untersuchenden Proben nach auSen frei- 
gelegt sind, Probenschnitte, vorzugsweise in einer Dicke 
von 2-5 /xm und insbesondere unter Verwendung eines Mi- 
krotoms, abgeschnitten werden. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daiS 

die Offnungen als Durchgangsof f nungen ausgebildet wer- 
den. 
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennze i chne t, daS 

die Gufiform ein insbesondere aus Aluminium gefertigtes 
Substrat aufweist, von dessen einer Hauptoberf lache eine 
der zu formenden Anordnung von Offnungen des Material - 
rohlings entsprechende regelmaSige Anordnung zapf enf 6r- 
miger Elemente wegragt, 

das Material des zu formenden Materialrohlings in fliefi- 
fahiger Form auf die Hauptoberf lache des Substrat s auf- 
gebracht und ausgehartet wird, und 

der Mater ialrohling von dem Substrat entfernt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, daS 

eine erste Einbettschale, die in ihrer Bodenf lache eine 
der Anordnung zapf enf ormiger Elemente entsprechende An- 
ordnung Locher aufweist, vor dem Aufbringen des Materi- 
als des zu formenden Materialrohlings derart auf die 
Hauptoberf lache des Substrats aufgebracht wird, daS die 
zapf enf ormigen Elemente durch die Locher hindurchtreten 
und die Bodenflache schliissig auf der Hauptoberf lache zu 
liegen kommt , 

die erste Einbettschale nach dem Ausharten des Materials 
mit diesem von der GuJSform abgehoben wird, und 
anschlieSend von dem geformten Materialrohling entfernt 
wird . 

7. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, dafi 

die zu untersuchenden Proben insbesondere stab- oder zy- 
linderformig sind und durch Ausstanzen aus Probenblocken 
gewonnen werden, in denen das Gewebe in ein Einbettungs- 
material, wie Paraffin, eingebettet ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 2 oder 7, 
dadurch gekennzeichnet, da£ 

vor dem E a inbringen der zu untersuchenden Proben in die 
Offnungen des Materialrohlings dieser, falls die Offnun- 
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gen Durchgangsof f nungen sind 7 in eine zweite Einbett- 
schale eingesetzt wird, und 

anschlieSend die zu untersuchenden Proben in die Durch- 
gangsof f nungen auf der der zweiten Einbettschale abge- 
wandten Haupt oberf lache des Materialrohlings eingescho- 
ben werden, bis sie auf der gegenuberliegenden Seite der 
Durchgangsof fnung an die Bodenflache der zweiten Ein- 
bettschale anstoSen. 

9. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzei chne t, date 

zu Orient ierungszwecken eine Gewebeprobe (K) aus art- 
fremdem Gewebe oder aus Kunststoff besteht und innerhalb 
der regelmaSigen Anordnung in einer asymmetrischen Posi- 
tion eingebracht wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, dafi 

die in den Materialrohling eingebrachten zu untersuchen- 
den Proben durch- mindestens einen Temperaturbehandlungs- 
schritt mit dem sie jeweils umgebenden Material des Ma- 
terialrohlings verbunden bzw. verschmolzen werden . 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 

dadurch gekennzeichnet, date 

die zu untersuchenden Proben durch zwei Temper at urbe- 
handlungsschritte, bei denen jeweils auf einer Seite des 
Materialrohlings Warme zugefiihrt wird, mit dem sie je- 
weils umgebenden Material des Materialrohlings verbunden 
bzw. verschmolzen werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 2 oder 8, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

auf der Seite der Oberf lache -des Materialrohlings, von 
der die zu untersuchenden Proben eingebracht wurden, ei- 
ne Einbettkassette derart angebracht wird, da£ ihr Boden 
einen Abstand von der Oberf lache des Materialrohlings 
einhalt, 
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ein f lieJSf ahiges, hartbares Material, insbesondere das- 
selbe Material wie das des Materialrohlings , in die Ein- 
bettkassette eingefiillt wird, bis verbliebene Hohlraume 
vollstandig mit dem Material gefullt werden und das Ma- 
terial den Boden der Einbettkassette bedeckt, und 
eine gegebenenf alls noch auf der gegeniiberliegenden Sei- 
te vorhandene zweite Einbettschale entfernt wird. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

das Material des Materialrohlings Paraffin ist. 

14. Materialrohling mit einer regelmaSigen Anordnung von 
Offnungen fur die Aufnahme von zu untersuchenden Proben, 
die sich ausgehend von einer ersten Hauptoberf lache des 
Materialrohlings in Richtung auf eine zweite Hauptober- 
f lache des Materialrohlings erstrecken. 

15. Materialrohling nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzei chne t, daS 

die Offnungen als Durchgangsof f nungen ausgebildet sind. 

16. Materialrohling nach Anspruch 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

er aus Paraffin hergestellt ist. 
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